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Sspl

GCACTTTTCGGGGAAATGTGCGCGGAACCCCTATTTGTTTATTTTTCTAAATACATTCAAATATGTATCCGCTCATGAGACAATAACCCTGATAAATGCTTCAATAATATTGAAAAAGGA

CGTGAAAAGCCCCTTTACACGCGCCTTGGGGATAAACAAATAAAAAGATTTATGTAAGTTTATACATAGGCGAGTACTCTGTTATTGGGACTATTTACGAAGTTATTATAACTTTTTCCT

AGAGTATGAGTATTCAACATTTCCGTGTCGCCCTTATTCCCTTTTTTGCGGCATTTTGCCTTCCTGTTTTTGCTCACCCAGAAACGCTGGTGAAAGTAAAAGATGCTGAAGATCAGTTGG

TCTCATACTCATAAGTTGTAAAGGCACAGCGGGAATAAGGGAAAAAACGCCGTAAAACGGAAGGACAAAAACGAGTGGGTCTTTGCGACCACTTTCATTTTCTACGACTTCTAGTCAACC

GTGCACGAGTGGGTTACATCGAACTGGATCTCAACAGCGGTAAGATCCTTGAGAGTTTTCGCCCCGAAGAACGTTTTCCAATGATGAGCACTTTTAAAGTTCTGCTATGTGGCGCGGTAT

CACGTGCTCACCCAATGTAGCTTGACCTAGAGTTGTCGCCATTCTAGGAACTCTCAAAAGCGGGGCTTCTTGCAAAAGGTTACTACTCGTGAAAATTTCAAGACGATACACCGCGCCATA
c T s 6L HRTGSOQOQR . DP . EF SPRIRTFSNDEHF . 8§ S A MWR G I

Scal

TATCCCGTATTGACGCCGGGCAAGAGCAACTCGGTCGCCGCATACACTATTCTCAGAATGACTTGGTTGAGTACTCACCAGTCACAGAAAAGCATCTTACGGATGGCATGACAGTAAGAG

ATAGGGCATAACTGCGGCCCGTTCTCGTTGAGCCAGCGGCGTATGTGATAAGAGTCTTACTGAACCAACTCATGAGTGGTCAGTGTCTTTTCGTAGAATGCCTACCGTACTGTCATTCTC
I P Y R R AR A T R S8 P H T L F § E L G v L T 8§ H R K A S Y G W H D S8 K R

inuI

AATTATGCAGTGCTGCCATAACCATGAGTGATAACACTGCGGCCAACTTACTTCTGACAACGATCGGAGGACCGAAGGAGCTAACCGCTTTTTTGCACAACATGGGGGATCATGTAACTC

TTAATACGTCACGACGGTATTGGTACTCACTATTGTGACGCCGGTTGAATGAAGACTGTTGCTAGCCTCCTGGCTTCCTCGATTGGCGAAAAAACGTGTTGTACCCCCTAGTACATTGAG

GCCTTGATCGTTGGGAACCGGAGCTGAATGAAGCCATACCAAACGACGAGCGTGACACCACGATGCCTGTAGCAATGGCAACAACGTTGCGCAAACTATTAACTGGCGAACTACTTACTC

CGGAACTAGCAACCCTTGGCCTCGACTTACTTCGGTATGGTTTGCTGCTCGCACTGTGGTGCTACGGACATCGTTACCGTTGTTGCAACGCGTTTGATAATTGACCGCTTGATGAATGAG

TAGCTTCCCGGCAACAATTAATAGACTGGATGGAGGCGGATAAAGTTGCAGGACCACTTCTGCGCTCGGCCCTTCCGGCTGGCTGGTTTATTGCTGATAAATCTGGAGCCGGTGAGCGTG

ATCGAAGGGCCGTTGTTAATTATCTGACCTACCTCCGCCTATTTCAACGTCCTGGTGAAGACGCGAGCCGGGAAGGCCGACCGACCAAATAACGACTATTTAGACCTCGGCCACTCGCAC

GGTCTCGCGGTATCATTGCAGCACTGGGGCCAGATGGTAAGCCCTCCCGTATCGTAGTTATCTACACGACGGGGAGTCAGGCAACTATGGATGAACGAAATAGACAGATCGCTGAGATAG

CCAGAGCGCCATAGTAACGTCGTGACCCCGGTCTACCATTCGGGAGGGCATAGCATCAATAGATGTGCTGCCCCTCAGTCCGTTGATACCTACTTGCTTTATCTGTCTAGCGACTCTATC

v 8§ R Y H C S T GAURW . AL P YRS Y L HDGESGNY GG . T K . T DR . DR

120

240

360

480

600

720

840

960
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GTGCCTCACTGATTAAGCATTGGTAACTGTCAGACCAAGTTTACTCATATATACTTTAGATTGATTTAAAACTTCATTTTTAATTTAAAAGGATCTAGGTGAAGATCCTTTTTGATAATC

CACGGAGTGACTAATTCGTAACCATTGACAGTCTGGTTCAAATGAGTATATATGAAATCTAACTAAATTTTGAAGTAAAAATTAAATTTTCCTAGATCCACTTCTAGGAAAAACTATTAG

c . 1™B>obB . ALV TVR®PSLL T Yy T L D.F XK T SF L I . K DULGED®PF . . S

TCATGACCAAAATCCCTTAACGTGAGTTTTCGTTCCACTGAGCGTCAGACCCCGTAGAAAAGATCAAAGGATCTTCTTGAGATCCTTTTTTTCTGCGCGTAATCTGCTGCTTGCAAACAA

AGTACTGGTTTTAGGGAATTGCACTCAAAAGCAAGGTGACTCGCAGTCTGGGGCATCTTTTCTAGTTTCCTAGAAGAACTCTAGGAAAAAAAGACGCGCATTAGACGACGAACGTTTGTT

H b0 QNP LT . VvV F VvV FPL SV R®PRIRIKDOQORTFLRSFF S AIRNTULL L A NK

AAAAACCACCGCTACCAGCGGTGGTTTGTTTGCCGGATCAAGAGCTACCAACTCTTTTTCCGAAGGTAACTGGCTTCAGCAGAGCGCAGATACCAAATACTGTCCTTCTAGTGTAGCCGT

TTTTTGGTGGCGATGGTCGCCACCAAACAAACGGCCTAGTTCTCGATGGTTGAGAAAAAGGCTTCCATTGACCGAAGTCGTCTCGCGTCTATGGTTTATGACAGGAAGATCACATCGGCA

K T T AT 8§ G GL F AGSRATNSF SEGNWILQQOQSADTK Y CP S S V AV

AGTTAGGCCACCACTTCAAGAACTCTGTAGCACCGCCTACATACCTCGCTCTGCTAATCCTGTTACCAGTGGCTGCTGCCAGTGGCGATAAGTCGTGTCTTACCGGGTTGGACTCAAGAC

TCAATCCGGTGGTGAAGTTCTTGAGACATCGTGGCGGATGTATGGAGCGAGACGATTAGGACAATGGTCACCGACGACGGTCACCGCTATTCAGCACAGAATGGCCCAACCTGAGTTCTG

GATAGTTACCGGATAAGGCGCAGCGGTCGGGCTGAACGGGGGGTTCGTGCACACAGCCCAGCTTGGAGCGAACGACCTACACCGAACTGAGATACCTACAGCGTGAGCTATGAGAAAGCG

CTATCAATGGCCTATTCCGCGTCGCCAGCCCGACTTGCCCCCCAAGCACGTGTGTCGGGTCGAACCTCGCTTGCTGGATGTGGCTTGACTCTATGGATGTCGCACTCGATACTCTTTCGC

I v 7T 6 . 6 A AV G L NGGF V HTAOQLGANDULMHRTETPTA . A MRKR

CCACGCTTCCCGAAGGGAGAAAGGCGGACAGGTATCCGGTAAGCGGCAGGGTCGGAACAGGAGAGCGCACGAGGGAGCTTCCAGGGGGAAACGCCTGGTATCTTTATAGTCCTGTCGGGT

GGTGCGAAGGGCTTCCCTCTTTCCGCCTGTCCATAGGCCATTCGCCGTCCCAGCCTTGTCCTCTCGCGTGCTCCCTCGAAGGTCCCCCTTTGCGGACCATAGAAATATCAGGACAGCCCA

H A SRR E K GGOQV S GG KR QOCGRNWRRAHESGASRSGKR LV S L . S8 C RV

TTCGCCACCTCTGACTTGAGCGTCGATTTTTGTGATGCTCGTCAGGGGGGCGGAGCCTATGGAAAAACGCCAGCAACGCGGCCTTTTTACGGTTCCTGGCCTTTTGCTGGCCTTTTGCTC

AAGCGGTGGAGACTGAACTCGCAGCTAAAAACACTACGAGCAGTCCCCCCGCCTCGGATACCTTTTTGCGGTCGTTGCGCCGGAAAAATGCCAAGGACCGGAAAACGACCGGAAAACGAG

ACATGTTCTTTCCTGCGTTATCCCCTGATTCTGTGGATAACCGTATTACCGCCTTTGAGTGAGCTGATACCGCTCGCCGCAGCCGAACGACCGAGCGCAGCGAGTCAGTGAGCGAGGAAG

TGTACAAGAAAGGACGCAATAGGGGACTAAGACACCTATTGGCATAATGGCGGAAACTCACTCGACTATGGCGAGCGGCGTCGGCTTGCTGGCTCGCGTCGCTCAGTCACTCGCTCCTTC

H v L S CVv 1 P . F CG . P Y Y RL . VSsS . YR SP QP NDWIRAOQRV S E R G S

1080

1200

1320

1440
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inu 1]

CGGAAGAGCGCCCAATACGCAAACCGCCTCTCCCCGCGCGTTGGCCGATTCATTAATGCAGCTGGCACGACAGGTTTCCCGACTGGAAAGCGGGCAGTGAGCGCAACGCAATTAATGTGA

GCCTTCTCGCGGGTTATGCGTTTGGCGGAGAGGGGCGCGCAACCGGCTAAGTAATTACGTCGACCGTGCTGTCCAAAGGGCTGACCTTTCGCCCGTCACTCGCGTTGCGTTAATTACACT

G R A PNTOQTAS®PWRALADSLMOQOLARQQVY SRLESGQQ . A QRN . CE

GTTAGCTCACTCATTAGGCACCCCAGGCTTTACACTTTATGCTTCCGGCTCGTATGTTGTGTGGAATTGTGAGCGGATAACAATTTCACACAGGAAACAGCTATGACCATGATTACGCCA

CAATCGAGTGAGTAATCCGTGGGGTCCGAAATGTGAAATACGAAGGCCGAGCATACAACACACCTTAACACTCGCCTATTGTTAAAGTGTGTCCTTTGTCGATACTGGTACTAATGCGGT

L AHSL GT®PGFTL Y ASSGS Y VVWNT CEWRT T T SHURKOOQL . P . L R Q

Acc65|
: Kpnl

AGCTCGAAATTAACCCTCACTAAAGGGAACAAAAGCTGGTACCCCGCATTTGATGGTTTCGCCTAAAAAGATGTTTTAATAGCAAATTAATACTACACTTTAAAAGGAAAAGGAACGTTC

TCGAGCTTTAATTGGGAGTGATTTCCCTTGTTTTCGACCATGGGGCGTAAACTACCAAAGCGGATTTTTCTACAAAATTATCGTTTAATTATGATGTGAAATTTTCCTTTTCCTTGCAAG

iEcoFlI inuI )(bal

CACTATGCAGTGGAATTCGGTCGATCGACTCTAGAGGATCAGAAAATTATCGCCATAAAAGACAGAATAAGTCATCAGCGGTTGTTTCATTTCCTATATTTTTTTTTTATTTTTTTATTT

GTGATACGTCACCTTAAGCCAGCTAGCTGAGATCTCCTAGTCTTTTAATAGCGGTATTTTCTGTCTTATTCAGTAGTCGCCAACAAAGTAAAGGATATAAAAAAAAAATAAAAAAATAAA

I nmtT(47X) promoter
T MawNSVDRUL . RTRZKULSSP . K TE . VI1SGTCF I s Y I F F L F F Y F

TTTAATAAGGGAAAATTTAACGTCTAAGGATACAGAAGATTGTTAGCACATTAAAGTAATAAAGGCTTAAGTAGTAAGTGCCTTAGCATGTTATTGTATTTCAAAGGACATAATCTAAAA

AAATTATTCCCTTTTAAATTGCAGATTCCTATGTCTTCTAACAATCGTGTAATTTCATTATTTCCGAATTCATCATTCACGGAATCGTACAATAACATAAAGTTTCCTGTATTAGATTTT

nmt1(4TX) promoter
L I R EN L T S K DTEODTC . H T K V I K A . VV S AL ACY CT s K D I I . N

TAATAACAATATCATTTCTCACAAGTTATTCAATTTTCTTTTTTTTTTCTAATAATATCAAGAATGTATTATTTGTTTGACATAAGTCAACTAATTTATTTAATATGCTGGATTAATCTT

ATTATTGTTATAGTAAAGAGTGTTCAATAAGTTAAAAGAAAAAAAAAAGATTATTATAGTTCTTACATAATAAACAAACTGTATTCAGTTGATTAAATAAATTATACGACCTAATTAGAA

nmt1(4TX) promoter

NN N T I 8§ H KL FNFLFFF . . Yyao&eoc¢11 1 CcCL T . VN . F I . Y A G L I L

2040

2160

2280

2400

2520

2640
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T
+ + 2760

GCAGACATGTAAATTAACAAGTTTTAGTCAAATAACGTTGAAGTTTCAATGAACTCAAATAATTTCTCTTTTTTTTTATATAACCATAAGTCTAATCTGATTTATATTTTCCGCAGGGA
A

CGTCTGTACATTTAATTGTTCAAAATCAGTTTATTGCAACTTCAAAGTTACTTGAGTTTATTAAAGAGAAAAAAAAATATATTGGTATTCAGATTAGACTAAATATAAAAGGCGTCCCT

nmt1(4TX) promoter

a 17T C K L T S F s ol T L K F Q . T a1 I s L

A

CAACTGAAGTTATGACATTTGGATTGGATCACTTATAACCTTGGTCGCCAAATAATACAAAAATCAGCGTTATAAAACAAAGAAGGTTTTTGTTAAGAAATTAATCCTCTTTCTTGATA
\ \ \ \ \ \ \ \ \ \ \ : + 2880
T

GTTGACTTCAATACTGTAAACCTAACCTAGTGAATATTGGAACCAGCGGTTTATTATGTTTTTAGTCGCAATATTTTGTTTCTTCCAAAAACAATTCTTTAATTAGGAGAAAGAACTAT

nmt1(4TX) promoter
L 17T L VvV A K . Y K N QR Y K T K K V F

BstXI
.
¥ 3000

GAAAGTTGAACCGAAATTGCAGATACTGATATATGAAAATAATACCCACAATTTTGGGAATAGCGCAAGCCTCAATTTAAACAATAGGTGAGGACACATGATAATGACCTCAATGATTG
A

CTTTCAACTTGGCTTTAACGTCTATGACTATATACTTTTATTATGGGTGTTAAAACCCTTATCGCGTTCGGAGTTAAATTTGTTATCCACTCCTGTGTACTATTACTGGAGTTACTAAC

nmt1(4TX) promoter
EEN N T H N F G N S A

S L N L N N R . G H

T
+ 3120
A

TAGAAGAAAAGAGCCTCATTACAAAATCGAAAAATGAATGGTTGGGTACAAGTTTCCAAAACATGGTAAAGTGGACTTTGCGTATGAGACGTAAATAGAAAAAAACACTTGTTATATGT

ATCTTCTTTTCTCGGAGTAATGTTTTAGCTTTTTACTTACCAACCCATGTTCAAAGGTTTTGTACCATTTCACCTGAAACGCATACTCTGCATTTATCTTTTTTTGTGAACAATATACA

nmt1(4TX) promoter
K . MV G Y K F P K H G K V D F A Y E

A

Xbal
TTCTAGAATTATTGTTGTCTCTTTATGGTTGGATGATGCAAAATAGTAATTTCGGTTAGTTGCTGTAAAACACCACGAGACAAATAGATATGGATATTTATTAAATCAGGAAAAACGTA
. . . , . . , , , , . : 3240
T

AAGATCTTAATAACAACAGAGAAATACCAACCTACTACGTTTTATCATTAAAGCCAATCAACGACATTTTGTGGTGCTCTGTTTATCTATACCTATAAATAATTTAGTCCTTTTTGCAT

nmt1(4TX) promoter

[ 1 vv s L WL ODUDAK . . F R L V AV K H HE

T N R Y G Y

Hindll
A

+ 3360

CTCTCGGCTACTGGATGGTTCAGTCACCCAACGATTACTGGGGAGAGAAAACAGGGCAAAAGCAAAGCTTAAAGGAATCCGATTGTCATTCGGCAATGTGCAGCGAAACTAAAAACCGG
T

GAGAGCCGATGACCTACCAAGTCAGTGGGTTGCTAATGACCCCTCTCTTTTGTCCCGTTTTCGTTTCGAATTTCCTTAGGCTAACAGTAAGCCGTTACACGTCGCTTTGATTTTTGGCC

nmt1(4TX) promoter
G R E N R A K A K L K
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T

TAATGGACCTGTTAATCGAAACATTGAAGATAAAGGAAGAGGAATCCTGGCATATCATCAATTGAATAAGTTGAATTAATTATTTCAATCTCATTCTCACTTTCTGACTTATAGTCGCT
\ \ \ \ | \ \ \ \ \ \ : + 3480

A

ATTACCTGGACAATTAGCTTTGTAACTTCTATTTCCTTCTCCTTAGGACCGTATAGTAGTTAACTTATTCAACTTAATTAATAAAGTTAGAGTAAGAGTGAAAGACTGAATATCAGCGA

nmtT(4TX) promoter
NG P V NR N T E DK GR G I L A Y H QO L N K L N L F O S H S H F L T Y S R F
Ndel Apal
TGTTAAATCATATGGGGCCCCTGCTTATCTTTCTTCTTCCGAAAGTGCTACTTCAGAAAGAGCAAGAACTGTACGGATAAGGATAAGTATATCTTCTATCTACTACAATACGACAAGAAC
+ t + t + t + t + t + u + u + u + t + u + u + + 3600
ACAATTTAGTATACCCCGGGGACGAATAGAAAGAAGAAGGCTTTCACGATGAAGTCTTTCTCGTTCTTGACATGCCTATTCCTATTCATATAGAAGATAGATGATGTTATGCTGTTCTTG

-nmt1(41X) promot
vV K 8§ Y G A P A Y L S S S E S

BstXI
A

TCTCGAACTCTCCCTCCCACTTTACTTTAACTAATAGATTATGCAGATTTTCGTCAAGACTTTGACCGGTAAAACCATAACATTGGAAGTTGAATCTTCCGATACCATCGACAACGTTA
\ \ \ \ \ | \ \ \ \ \ ; + 3720
T

AGAGCTTGAGAGGGAGGGTGAAATGAAATTGATTATCTAATACGTCTAAAAGCAGTTCTGAAACTGGCCATTTTGGTATTGTAACCTTCAACTTAGAAGGCTATGGTAGCTGTTGCAAT

ubiquitin

T

GTCGAAAATTCAAGACAAGGAAGGTATCCCTCCAGATCAACAAAGATTGATCTTTGCCGGTAAGCAGCTAGAAGACGGTAGAACGCTGTCTGATTACAACATTCAGAAGGAGTCCACCT
\ \ \ \ \ | \ \ \ \ \ ; - 3840
A

CAGCTTTTAAGTTCTGTTCCTTCCATAGGGAGGTCTAGTTGTTTCTAACTAGAAACGGCCATTCGTCGATCTTCTGCCATCTTGCGACAGACTAATGTTGTAAGTCTTCCTCAGGTGGA

ubiquitin
L I F A G K Q L E D G R

iBamHI
G

ACATCTTGTGCTAAGGCTAAGAGGTGGTAGGCACGGATCCGGCATCATGGTTCGACCATTGAACTGCATCGTCGCCGTGTCCCAAAATATGGGGATTGGCAAGAACGGAGACCTACCCT
\ \ \ \ | \ | \ \ \ \ + 3960
C

TGTAGAACACGATTCCGATTCTCCACCATCCGTGCCTAGGCCGTAGTACCAAGCTGGTAACTTGACGTAGCAGCGGCACAGGGTTTTATACCCCTAACCGTTCTTGCCTCTGGATGGGA

iy | 1}
"INt DHFR ts degrpm
R P L N C I V AV S Q0 NMG T G K N G D L P W

ubiquitin
H L V L R

§ca|
A

GCCTCCGCTCAGGAACGAGTTCAAGTACTTCCAAAGAATGACCACAACCTCTTCAGAGGAAGGTAAACAGAATCTGGTGATTATGGGTAGGAAAACCTGGTTCTCCATTCCTGAGAAGA
\ \ \ \ \ \ \ \ \ \ \ : + 4080
T

CGGAGGCGAGTCCTTGCTCAAGTTCATGAAGGTTTCTTACTGGTGTTGGAGAAGTCTCCTTCCATTTGTCTTAGACCACTAATACCCATCCTTTTGGACCAAGAGGTAAGGACTCTTCT

DHFR ts degrpm
E G K 0 N L V I' M G R K T

Ky F & R M T T T S8 S E
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§ac| iBstXI

TCGACTTTTAAAGGACAGAATTAATATAGTTCTCAGTAGAGAACTCAAAGAACCACCACGAGGAGCTCATTTTCTTGCCAAAAGTTTGGATGATGCCTTAAGACTTATTGAACAACCGGA
\ \ \ \ | | \ \ \ \ \ - 4200

AGCTGAAAATTTCCTGTCTTAATTATATCAAGAGTCATCTCTTGAGTTTCTTGGTGGTGCTCCTCGAGTAAAAGAACGGTTTTCAAACCTACTACGGAATTCTGAATAACTTGTTGGCCT

DHFR ts degrpm
R L L K DR I N T VL S8RELKE®PPRGAMHTFL AK S L DIDALRUL T E Q0 P E

ATTGGCAAGTAAAGTAGACATGGTTTGGATAGTCGGAGGCAGTTCTGTTTACCAGGAAGCCATGAATCAACCAGGCCACCTCAGACTCTTTGTGACAAGGATCATGCAGGAATTTGAAAG
\ \ \ \ \ | \ | \ \ \ - 4320

TAACCGTTCATTTCATCTGTACCAAACCTATCAGCCTCCGTCAAGACAAATGGTCCTTCGGTACTTAGTTGGTCCGGTGGAGTCTGAGAAACACTGTTCCTAGTACGTCCTTAAACTTTC

DHFR ts degrpm
L AS K VvV DMV WIT V66 S SV Yy ot AMNOQPGHLRLFV TR I M Q0E F E S

iEcoNI

TGACACGTTTTTCCCAGAAATTGATTTGGGGAAATATAAACTTCTCCCAGAATACCCAGGCGTCCTCTCTGAGGTCCAGGAGGAAAAAGGCATCAAGTATAAGTTTGAAGTCTACGAGAA
\ \ \ \ | | \ \ \ \ \ IRIVIVITG)

ACTGTGCAAAAAGGGTCTTTAACTAAACCCCTTTATATTTGAAGAGGGTCTTATGGGTCCGCAGGAGAGACTCCAGGTCCTCCTTTTTCCGTAGTTCATATTCAAACTTCAGATGCTCTT

DHFR ts degrpm
b T F F P E 1 DL G K Y K L L PEY PGV L S EV QEEIKG T K Y K F E V Y E K

Acc65l Aval Aval
: Kpnl Xhol Balll i Smal Hindlll

GAAAGACGGTACCTACCCATACGATGTTCCAGATTACGCTGCATTTTTAGGAGGGCAAGCCTCGAGGGTAGATCTGGTGCCCGGGGTGGTGCTGGTGCCGGAGCCGGTGCTGGTGCTGAA
\ \ \ \ | | \ | \ \ \ : - 4560

CTTTCTGCCATGGATGGGTATGCTACAAGGTCTAATGCGACGTAAAAATCCTCCCGTTCGGAGCTCCCATCTAGACCACGGGCCCCACCACGACCACGGCCTCGGCCACGACCACGACTT

: : <A L)
-DHFR ts degrp L—— HA epitope———— L long oligo 2 (reverse)——!

L Sites for inserting n terminus
K b T Y P YDV P DY AAF L GGGOQOCASRV DLV P GGV V L VP E P V L V L K

GCTTTAATGAGTAAAGGAGAAGAACTTTTCACTGGAGTTGTCCCAATTCTTGTTGAATTAGATGGTGATGTTAATGGGCACAAATTTTCTGTCAGTGGAGAGGGTGAAGGTGATGCAACA
\ \ \ \ \ \ \ \ \ \ \ : - 4680

CGAAATTACTCATTTCCTCTTCTTGAAAAGTGACCTCAACAGGGTTAAGAACAACTTAATCTACCACTACAATTACCCGTGTTTAAAAGACAGTCACCTCTCCCACTTCCACTACGTTGT

-sites!

Ncol Ndel

TACGGAAAACTTACCCTTAAATTTATTTGCACTACTGGAAAACTACCTGTTCCATGGCCAACACTTGTCACTACTTTCTCTTATGGTGTTCAATGCTTTTCAAGATACCCAGATCATATG
\ \ \ \ \ \ \ | \ \ \ ; + 4800

ATGCCTTTTGAATGGGAATTTAAATAAACGTGATGACCTTTTGATGGACAAGGTACCGGTTGTGAACAGTGATGAAAGAGAATACCACAAGTTACGAAAAGTTCTATGGGTCTAGTATAC

T E N L P L NL F AL L ENY L FHGOQMHL S L L S L MV F NAF QDT o I I
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AAGCGGCACGACTTCTTCAAGAGCGCCATGCCTGAGGGATACGTGCAGGAGAGGACCATCTTCTTCAAGGACGACGGGAACTACAAGACACGTGCTGAAGTCAAGTTTGAGGGAGACACC

TTCGCCGTGCTGAAGAAGTTCTCGCGGTACGGACTCCCTATGCACGTCCTCTCCTGGTAGAAGAAGTTCCTGCTGCCCTTGATGTTCTGTGCACGACTTCAGTTCAAACTCCCTCTGTGG

Clal

CTCGTCAACAGGATCGAGCTTAAGGGAATCGATTTCAAGGAGGACGGAAACATCCTCGGCCACAAGTTGGAATACAACTACAACTCCCACAACGTATACATCATGGCCGACAAGCAAAAG

GAGCAGTTGTCCTAGCTCGAATTCCCTTAGCTAAAGTTCCTCCTGCCTTTGTAGGAGCCGGTGTTCAACCTTATGTTGATGTTGAGGGTGTTGCATATGTAGTACCGGCTGTTCGTTTTC

s s T 6 S S8 L RE S IT1 SRRTETS S AT SWNT T T T P T T Y T S WP T S K R

AACGGCATCAAAGCCAACTTCAAGACCCGCCACAACATCGAAGACGGCGGCGTGCAACTCGCTGATCATTATCAACAAAATACTCCAATTGGCGATGGCCCTGTCCTTTTACCAGACAAC

TTGCCGTAGTTTCGGTTGAAGTTCTGGGCGGTGTTGTAGCTTCTGCCGCCGCACGTTGAGCGACTAGTAATAGTTGTTTTATGAGGTTAACCGCTACCGGGACAGGAAAATGGTCTGTTG

T AANS K P T SR®P AT T S K TAACNSL I I I N K I L QL AMAL S F Y Qo TT

inu 1l

CATTACCTGTCCACACAATCTGCCCTTTCGAAAGATCCCAACGAAAAGAGAGACCACATGGTCCTTCTTGAGTTTGTAACAGCTGCTGGGATTACACATGGCATGGATGAACTATACAAA

GTAATGGACAGGTGTGTTAGACGGGAAAGCTTTCTAGGGTTGCTTTTCTCTCTGGTGTACCAGGAAGAACTCAAACATTGTCGACGACCCTAATGTGTACCGTACCTACTTGATATGTTT

Sall BamHlI Sacl

CATGATGAGCTTGTCGACGGATCCTGAGCTCCAATTCGCCCTATAGTGAGTCGTATTACAATTCACTGGCCGTCGTTTTACAACGTCGTGACTGGGAAAACCCTGGCGTTACCCAACTTA

GTACTACTCGAACAGCTGCCTAGGACTCGAGGTTAAGCGGGATATCACTCAGCATAATGTTAAGTGACCGGCAGCAAAATGTTGCAGCACTGACCCTTTTGGGACCGCAATGGGTTGAAT

inu 1] inu |

ATCGCCTTGCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGCTGGCGTAATAGCGAAGAGGCCCGCACCGATCGCCCTTCCCAACAGTTGCGCAGCCTGAATGGCGAATGGGACGCGCCCTGTAGCGGEG

TAGCGGAACGTCGTGTAGGGGGAAAGCGGTCGACCGCATTATCGCTTCTCCGGGCGTGGCTAGCGGGAAGGGTTGTCAACGCGTCGGACTTACCGCTTACCCTGCGCGGGACATCGCCGC

NgoMIV

CATTAAGCGCGGCGGGTGTGGTGGTTACGCGCAGCGTGACCGCTACACTTGCCAGCGCCCTAGCGCCCGCTCCTTTCGCTTTCTTCCCTTCCTTTCTCGCCACGTTCGCCGGCTTAGCTA

GTAATTCGCGCCGCCCACACCACCAATGCGCGTCGCACTGGCGATGTGAACGGTCGCGGGATCGCGGGCGAGGAAAGCGAAAGAAGGGAAGGAAAGAGCGGTGCAAGCGGCCGAATCGAT

N

I )

L long oligo 1 (forward)——!

E ura;+

4920

5040

5160

5280

5400

5520

5640
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Nsil

CAAATCCCACTGGCTATATGTATGCATTTGTGTTAAAAAAGTTTGTATAGATTATTTAATCTACTCAGCATTCTTTCTCTAAATAGGAATTTGTTACTTAATGGAGAAAAAAATGTTTCG

GTTTAGGGTGACCGATATACATACGTAAACACAATTTTTTCAAACATATCTAATAAATTAGATGAGTCGTAAGAAAGAGATTTATCCTTAAACAATGAATTACCTCTTTTTTTACAAAGC

urad+

ATTTACCTAGTGTATTTGTTTGTATACTCACGTTTAATTTCAAACATCCATTCTATCTTGTGTAATTTTTGGCATGGTGAAAAAGATAATCAGCCTTATAATCTTTACAAAAGTAAGAAA

TAAATGGATCACATAAACAAACATATGAGTGCAAATTAAAGTTTGTAGGTAAGATAGAACACATTAAAAACCGTACCACTTTTTCTATTAGTCGGAATATTAGAAATGTTTTCATTCTTT

urad+

TTCTGTAAATAAGCCTTAATGCCCTTGCTTTAAATTAAAATGGTTCTTTTTCATGATAATGTTTGCACTTTGTGAATATATTTTAGATAGTTCTGTGAGGTATAATTAAGATGTTTTAGA

AAGACATTTATTCGGAATTACGGGAACGAAATTTAATTTTACCAAGAAAAAGTACTATTACAAACGTGAAACACTTATATAAAATCTATCAAGACACTCCATATTAATTCTACAAAATCT

urad+

GACTTATACAATTTTGTCTTTATAAATTCTTAATTGATTTTACCATCCCAGTTTAACTATGCTTCGTCGGCATCTCTGCACATGTCGTGTTTTCTTACCGTATTGTCCTACCAAGAACCT

CTGAATATGTTAAAACAGAAATATTTAAGAATTAACTAAAATGGTAGGGTCAAATTGATACGAAGCAGCCGTAGAGACGTGTACAGCACAAAAGAATGGCATAACAGGATGGTTCTTGGA

urad+

CTTTTTTGCTTGGATCGAAATTAAAGGTTTAAAAGCAAAGTTATGGATGCTAGAGTATTTCAAAGCTATTCAGCTAGAGCTGAGGGGATGAAAAATCCCATTGCCAAGGAATTGTTGGCT

GAAAAAACGAACCTAGCTTTAATTTCCAAATTTTCGTTTCAATACCTACGATCTCATAAAGTTTCGATAAGTCGATCTCGACTCCCCTACTTTTTAGGGTAACGGTTCCTTAACAACCGA

urad+

TTGATGGAAGAAAAGCAAAGCAACTTGTCAGTCGCGGTCGATTTGACGAAGAAATCCGAAATCTTAGAATTGGTAGATAAAATTGGACCCTATGTCTGTGTTATCAAGACACATATTGAC

AACTACCTTCTTTTCGTTTCGTTGAACAGTCAGCGCCAGCTAAACTGCTTCTTTAGGCTTTAGAATCTTAACCATCTATTTTAACCTGGGATACAGACACAATAGTTCTGTGTATAACTG

urad+

5760

5880

6000

6120

6240

6360



Thursday, November 11, 2004 2:34 pm
pSMUG2+nmt41X+degron Map (1 >7725) Site and Sequence

Page 9

GTTGTCGAGGATTTCGACCAGGATATGGTAGAAAAACTGGTGGCCTTAGGTAAAAAGCATCGTTTTCTTATCTTTGAGGATCGCAAATTCGCAGACATTGGAAATACCGTCAAGCTACAA

CAACAGCTCCTAAAGCTGGTCCTATACCATCTTTTTGACCACCGGAATCCATTTTTCGTAGCAAAAGAATAGAAACTCCTAGCGTTTAAGCGTCTGTAACCTTTATGGCAGTTCGATGTT

urad+

Nsil

TATGCATCTGGTGTGTACAAAATTGCTTCTTGGGCTCATATCACAAATTGCCATACAGTGCCAGGCGAGGGTATTATACAAGGCCTCAAAGAAGTTGGTTTACCTTTGGGACGTGGTCTC

ATACGTAGACCACACATGTTTTAACGAAGAACCCGAGTATAGTGTTTAACGGTATGTCACGGTCCGCTCCCATAATATGTTCCGGAGTTTCTTCAACCAAATGGAAACCCTGCACCAGAG

urad+

TTGCTTTTGGCTGAAATGTCTTCCAAAGGCTCTTTGGCTACTGGTTCCTACACAGAGAAAACCTTAGAATGGTTTGAGAAGCATACCGATTTTTGCTTTGGCTTTATAGCTGGTCGTCGA

AACGAAAACCGACTTTACAGAAGGTTTCCGAGAAACCGATGACCAAGGATGTGTCTCTTTTGGAATCTTACCAAACTCTTCGTATGGCTAAAAACGAAACCGAAATATCGACCAGCAGCT

urad+

TTTCCTAACCTTCAAAGCGACTACATAACTATGTCCCCTGGTATCGGCTTGGATGTTAAAGGAGACGGGCTGGGACAGCAATATCGTACTCCTGAAGAAGTGATTGTAAACTGCGGTAGC

AAAGGATTGGAAGTTTCGCTGATGTATTGATACAGGGGACCATAGCCGAACCTACAATTTCCTCTGCCCGACCCTGTCGTTATAGCATGAGGACTTCTTCACTAACATTTGACGCCATCG

urad+

EcoRV

GATATCATCATTGTTGGTCGTGGAGTCTATGGAGCTGGTCGTAATCCTGTTGTCGAAGCCAAGAGATATAGAGAAGCTGGTTGGAAGGCATATCAGCAAAGACTTTCTCAGCATTAAAAA

CTATAGTAGTAACAACCAGCACCTCAGATACCTCGACCAGCATTAGGACAACAGCTTCGGTTCTCTATATCTCTTCGACCAACCTTCCGTATAGTCGTTTCTGAAAGAGTCGTAATTTTT

urad+

Scal

AAGACTAATGTAAAATTTTTTTGGTTGGTTATTGAAAAAGTCGATGCCTTGTTTGCGTTTGTTTTCCTAGGCGTTTTATGTCAGAAGGCATTTAGAATTAGTATACAAGTACTCTTTGGT

TTCTGATTACATTTTAAAAAAACCAACCAATAACTTTTTCAGCTACGGAACAAACGCAAACAAAAGGATCCGCAAAATACAGTCTTCCGTAAATCTTAATCATATGTTCATGAGAAACCA

urad+

6480

6600

6720

6840

6960

7080
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Sspl

AAAATTTTATGTAGCGACTAAAATATTAACTATTATAGATAAACACCTTGGGAATAAAAAGTAATTTGCTATAGTAATTTATTAAACATGCTCCTACAACATTACCACAATCTTTTCTCT

TTTTAAAATACATCGCTGATTTTATAATTGATAATATCTATTTGTGGAACCCTTATTTTTCATTAAACGATATCATTAAATAATTTGTACGAGGATGTTGTAATGGTGTTAGAAAAGAGA

urad+

TGGATTGACATTGAATAAGAAAAGAGTGAATTTTTTTAGACTTGTAATGATAACTATGTACAAAGCCAATGAAAGATGTATGTAGATGAATGTAAAATACCATGTAGACAAACAAGATAA

ACCTAACTGTAACTTATTCTTTTCTCACTTAAAAAAATCTGAACATTACTATTGATACATGTTTCGGTTACTTTCTACATACATCTACTTACATTTTATGGTACATCTGTTTGTTCTATT

urad+

NgoMIV

AACTTGGTTATAAACATTGGTGTTGGAACAGAATAAATTAGATGTCAAAAAGTTTCGTCAATATCACAAGCCGGCTTTCCCCGTCAAGCTCTAAATCGGGGGCTCCCTTTAGGGTTCCGA

TTGAACCAATATTTGTAACCACAACCTTGTCTTATTTAATCTACAGTTTTTCAAAGCAGTTATAGTGTTCGGCCGAAAGGGGCAGTTCGAGATTTAGCCCCCGAGGGAAATCCCAAGGCT

TTTAGTGCTTTACGGCACCTCGACCCCAAAAAACTTGATTAGGGTGATGGTTCACGTAGTGGGCCATCGCCCTGATAGACGGTTTTTCGCCCTTTGACGTTGGAGTCCACGTTCTTTAAT

AAATCACGAAATGCCGTGGAGCTGGGGTTTTTTGAACTAATCCCACTACCAAGTGCATCACCCGGTAGCGGGACTATCTGCCAAAAAGCGGGAAACTGCAACCTCAGGTGCAAGAAATTA

L viye&TSTPKNLI RV MV HV V GHIR®PIDRIRFFAL . RW S P R S L I

AGTGGACTCTTGTTCCAAACTGGAACAACACTCAACCCTATCTCGGTCTATTCTTTTGATTTATAAGGGATTTTGCCGATTTCGGCCTATTGGTTAAAAAATGAGCTGATTTAACAAAAA

TCACCTGAGAACAAGGTTTGACCTTGTTGTGAGTTGGGATAGAGCCAGATAAGAAAACTAAATATTCCCTAAAACGGCTAAAGCCGGATAACCAATTTTTTACTCGACTAAATTGTTTTT

Sspl

TTTAACGCGAATTTTAACAAAATATTAACGCTTACAATTTAGGTG
+ t + t + t + t 7725
AAATTGCGCTTAAAATTGTTTTATAATTGCGAATGTTAAATCCAC

7200

7320

7440

7560

7680



